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摘要 : 分 别 从 广州 、 沙 市 、 武 汉 近 郊 采集 到 致 倦 库 蚊 Culex pipiens quinquefasciatus, 3} PARR 
进行 淀粉 凝 胶 电泳 和 Southern 杂交 方法 的 分 析 结 果 表 明 : 3 个 实验 种 群 中 均 分 布 有 与 抗 性 有 关 的 
高 活性 酯 酶 81 ， 酯 酶 2/B2 分 布 于 广州 实验 种 群 中 ; 广泛 分 布 于 地 中 海地 区 尖 音 库 蚊 Culez pipi- 
ens 种 群 中 的 酯 酶 4/B4、a5/B5 在 以 上 3 个 种 群 中 均 不 存在 。 但 是 ,在 3 个 实验 种 群 中 均 发 现存 在 
有 一 对 新 的 高 活性 酯 酶 a8/88， 其 电泳 迁移 率 和 限制 性 酶 切片 段 均 与 自前 已 报道 的 几 种 高 活性 酯 
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RERNE H Culex pipiens complex 蚊虫 体内 酯 酶 w 和 酯 酶 B 的 活性 升 高 是 库 蚊 对 有 机 
Be (OP) 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 主要 机 制 :!21 。 抗 性 库 蚊 中 酯 酶 活性 升 高 不 是 由 于 酯 酶 本 质 的 变 
化 ， 而 是 由 于 蚊虫 体内 酯 酶 的 过 量 产生 。 目 前 , 在 世界 范围 内 已 检测 到 上 十 种 与 抗 性 相关 的 
非特 异性 酯 酶 ， 它 们 分 别 是 : M al, Bl’. B1. BO. B7, 02/82. ad /B4, 05/85 $577; 不 
同 地 区 的 野外 人 尖 音 库 蚊 种 群体 内 的 高 活性 酯 酶 各 有 不 同 ， 已 知 带 酯 酶 a] 、a4/B4、a5/BS HR 
音 库 蚊 主 要 分 布 于 地 中 海 各 国 ; 带 有 了 酯 酶 B1! 的 库 蚊 则 分 布 于 美国 、 法 国 的 广大 地 区 91， 在 
中 国 北京 也 有 分 布 i 中 ; 带 有 了 酯 酶 B6 和 酯 酶 87 的 库 蚊 有 报道 分 布 在 中 国 广州 、 成 都 ; SAR 
02/82 的 库 蚊 种 群 已 经 广泛 地 分 布 于 亚洲 、 欧 洲 、 非 洲 的 大 部 分 地 区 [3421， 带 酯 酶 1! 和 酯 酶 
a2/B2 的 库 蚊 在 抗 性 库 蚁 种 群 中 的 分 布 最 为 广泛 。 为 进一步 研究 这 些 与 抗 性 有 关 的 高 活性 栈 
酶 的 库 蚊 复 组 蚊虫 种 群 在 我 国 的 分 布 情 况 ， 深 入 了 解 库 蚊 复 组 蚊虫 种 群 的 抗 性 分 子 机 制 ， 本 
文 对 采 自 武汉 、 沙 市 和 广州 等 不 同 地 理 种 群 的 致 倦 库 蚊 ， 用 生化 和 分 子 生 物 学 的 方法 进行 分 
析 研 究 。 试 图 回答 (1) 带 有 与 抗 性 相关 的 非特 异性 酯 酶 的 致 倦 库 蚊 分 布 ; (2) 杀 虫 药剂 抗 性 
进化 的 分 子 基 础 ; (3) 迁移 是 杀 虫 药剂 抗 性 酯 酶 基因 传播 的 主要 途径 吗 ”? 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 
1.1.1 实验 种 群 : 沙市 致 倦 库 蚊 Culex pipiens quinquefasciatus: 1995 年 在 湖北 省 沙市 近郊 
采集 的 幼虫 ; 武汉 致 倦 库 蚊 : 1995 年 于 湖北 省 武汉 市 近郊 采集 的 蚊 幼 虫 ; 广州 致 倦 库 蚊 : 
1995 年 在 广州 近郊 采集 的 幼虫 ， 在 室内 饲养 至 成 虫 后 ~- 207 冰箱 冰冻 处 死 ，- 70 和 冰箱 中 保 
存 备用 。 
1.1.2 实验 参考 系 : Tem-R A: BPR, BB pt 的 标准 品系 [i 让 。Selax A: FUE RE RY, 
酯 酶 02/82 的 标准 品系 , 来 源 于 美国 加 州 野外 有 机 磷 抗 性 库 蚊 种 群 "4] 。VIM R: REFRE 
组 库 蚊 ， 酯 酶 a4/B4 的 标准 品系 5 Cyprus R: 尖 音 库 蚊 复 组 库 蚊 ， 酯 酶 oS /BS 的 标准 品 
系 '5。 以 上 所 有 的 标准 品系 均 系 法 国 科 学 院 科 学 与 进化 研究 所 Raymond 博士 惠 赠 ， 液 氮 速 冻 
后 ， 一 70 人 冰箱 中 保存 备用 。 

北京 敏感 淡色 库 蚊 Culex pipiens pallens 种 群 : 敏感 品系 ，30 多 年 前 于 北京 近郊 采集 ， 
以 后 一 直 在 无 杀 虫 剂 选择 压力 的 条 件 下 饲养 ， 中 国 军 事 医 学 科学 院 流行 病 所 惠 赠 。 
1.1.3 材料 : 质粒 pUC19: BEBE B1 1.3 kb cDNA 片段 的 来 源 ， 由 Raymond 博士 惠 赠 13]。 
淀粉 ， 法国 科学 院 科学 与 进化 研究 所 产品 ; 琼脂 糖 、 低 熔点 琼脂 糖 ，Sigma 公司 的 产品 ， 
[a-*P ]-dCTP 为 北京 市 亚 辉 生物 公司 产品 。 
1.2 方法 | 
1.2.1 淀粉 凝 胶 电泳 : 参照 Pasteur 等 !1 方法 ,采用 Tris-Maleate-EDTA 缓冲 液 系统 ， 测 定 
单个 蚊虫 的 酯 酶 活性 。 对 照 品系 为 Tem-R 酯 酶 B1 ，Selax 酯 酶 02/82, VIM Be BH 04/84, 
Cyprus BiB «5/85. 
1.2.2 单个 蚊虫 RFLP 分 析 : 参照 Raymond 等 :方法 提取 单个 蚊虫 基因 组 DNA, 将 单个 的 
蚊虫 置 于 一 只 Eppendorf 管 中 , 加 150 pL 缓冲 液 A [1%SDS, 50 mmol/L Tris-Cl (pH 8.0), 
25 mmol/L NaCl, 25 mmol/L EDTA (pH8.0)] 中 ,研磨 后 置 65C 保温 1 h， 加 入 100 pL 的 组 
冲 液 B (3 mol/L ERA) 中 ， 混 匀 后 冰 上 放置 1 h，12 000 g 离心 10 min， 将 上 清 转 人 一 新 
的 离心 管 ， 加 入 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 ，- 207 沉 省 1h 以 上 ，12 000 g 离 心 10 min 收集 沉淀 ， 
用 70% 乙 醇 洗 一 次 ， 真 空 干燥 ， 而 后 以 10 pL TE 溶液 溶解 DNA， 置 于 -20 筷 保存 备用 。 
1.2.3 Southern 杂交 ! 131, DNA 经 酶 切 ， 电 泳 Southern 转移 后 ， 与 标记 的 1.3 kb BM gi? 
cDNA 的 探 针 杂交 。 同 样 用 EcoRI 酶 切 已 知 基因 型 的 1~5S yg BEB BI (Tem-R 品系 )， 酯 酶 
2/82 (Selax 品系 ) DNA 作为 对 照 。 


2 结果 


2.1 | MR ee he 

以 Tem-R AEA BGS BI 的 标准 ， 以 Selax 系 作为 酯 酶 a2/B2 的 标准 ， 用 淀粉 凝 胶 电泳 的 
方法 检测 广州 实验 种 群 单 个 蚊虫 的 酯 酶 类 型 ， 结 果 见 图 1。 该 种 群 中 存在 一 对 娄 色 较 强 的 酯 
酶 。 这 一 对 高 活性 的 酯 酶 〈 如 图 1 示 )， 染 色 性 质 与 其 它 酯 酶 相同 ， 但 迁移 率 却 明 显 不 同 于 其 


22 Bh 


学 R 43 卷 


它 已 知 高 活性 酯 酶 ， 两 者 彼此 之 间 也 不 同 ， 推 测 是 一 对 连锁 不 平衡 的 新 扩 增 的 酯 酶 。 而 且 该 
种 群 中 未 发 现 有 广泛 分 布 于 地 中 海 国 家 的 酯 酶 a4/B4、a5 /B5。 


a5/B5 B 1! 


aq 2/ B 2 





图 1 广州 致 倦 库 蚁 种 群 单个 蚊虫 淀粉 凝 胶 电泳 酯 酶 活性 染色 结果 


Fig. 1 Esterase of mosquito individuals from Guangzhou population by starch gel electrophoresis 
Cyprus 为 高 活性 酯 酶 05/85; Selax 为 高 活性 酯 酶 a2/B2 的 参照 ; Tem-R 为 高 活性 酯 酶 B1' 的 参照 


Cyprus showing esterase aS/BS ; Selax showing esterase a2/8 2; Tem-R showing esterase B1! 


e- 7 o @© -9.0kb 


e œ- 一 3.6kb 
po» - 2 TKO 
- ~- 2.1kb 


图 2 广州 致 倦 库 蚊 种 群 单个 蚊虫 基因 组 
DNA Southern 杂交 的 结果 
Fig. 2 The result of single mosquito 
genomic DNA hybridizing with Est 81! 
cDNA probe from Guangzhou population 
分 别 以 Selax 和 Tem-R 品系 作为 酯 酶 B2 和 B1' 的 参照 
Selax refers amplified Est 82 gene; Tem-R refers 


amplified Est 81! gene 


用 限制 性 内 切 酶 EcoRI 消化 单个 蚊虫 的 
基因 组 DNA, 以 1.3 kb BER 81' 的 cDNA 为 
探 针 Southern 杂交 ， 放 射 性 自 显 影 的 结果 
如 图 2。 广 州 实验 种 群 中 存在 4 种 酯 酶 B 的 限 
制 性 片段 ， 它 们 分 别 是 位 于 2.1 kb 处 的 酯 酶 
B81"、 位 于 9.0 kb 的 酯 酶 82，2.7 kb 的 酯 酶 
B7 和 位 于 3.6 kb 的 一 新 酯 酶 。 由 图 可 见 这 后 
一 种 新 酯 酶 B 与 B1' 探 针 杂 交 信 号 很 强 。 此 结 
果 与 淀粉 凝 胶 电 泳 的 结果 是 一 致 的 。 如 箭头 
所 示 这 一 对 新 酯 酶 BS 同时 出 现在 同一 个 体 ， 
或 新 酯 酶 和 B2 酯 酶 出 现在 同一 个 体 ， 这 将 使 
该 种 群 表 现 为 较 高 的 抗 性 。 

2.2 沙市 致 倦 库 蚊 种 群 

用 淀粉 凝 胶 电 泳 的 方法 分 析 沙 市 实验 种 
群 中 单个 蚊虫 的 酯 酶 类 型 ， 标 准 参 考 系 同 广 
州 实验 种 群 ， 结 果 见 图 3。 由 图 可 见 ， 该 种 群 
中 分 布 有 三 类 高 活性 酯 酶 ， 它 们 分 别 是 酯 酶 
B11、 以 及 一 对 存在 于 广州 实验 种 群 的 高 活性 
HK BG 


同样 用 限制 性 内 切 酶 EcoRI 消化 单个 蚊虫 的 基因 组 DNA, 5 1.3 kb Rsi B1' 的 cDNA 探 
针 杂 交 ， 结 果 见 图 4。 沙市 实验 种 群 中 ， 有 3 种 酯 酶 B 的 限制 性 酶 切片 段 ， 其 中 有 2.1 kb 的 
酯 酶 Bl ，2.7 kb 的 酯 酶 87， 另 外 有 3.6 kb 的 一 种 新 酯 酶 8B8， 此 结果 与 该 种 群 的 淀粉 凝 胶 电 
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图 3 沙市 致 倦 库 蚊 种 群 单个 蚊虫 淀粉 凝 胶 电 泳 酯 酶 活性 染色 结果 


Fig. 3 Esterase of mosquito individuals from Shashi population by starch gel electrophoresis 
Selax 为 高 活性 酯 酶 2/B2 的 参照 ; Tem-R 为 高 活性 酯 酶 B1' 的 参照 


Selax showing esterase a2/82; Tem-R showing esterase Bl11 


泳 的 结果 是 一 致 的 。 

2.3 武汉 致 倦 库 蚊 种 群 

单 只 蚊虫 的 淀粉 凝 胶 电 泳 结果 如 图 5， 
由 图 可 见 武 汉 致 倦 库 蚊 野 外 种 群 中 分 布 4 类 
高 活性 酯 酶 ， 它 们 分 别 是 酯 酶 B81 BEBE a2/ 
B82， 以 及 两 对 存在 于 广州 和 沙市 实验 种 群 中 
的 新 酯 酶 a/8。 与 1.3 kb BEBE B1! 的 CDNA 
探 针 杂交 ， 放 射 性 自 显影 结果 显示 在 该 种 群 
中 存在 3 种 高 活性 的 酯 酶 B， 它 们 分 别 是 酯 
酶 Bl，2.7 kb 酯 酶 87 和 3.6 kb 的 新 酯 酶 
BS, 同 沙 市 蚊虫 的 结果 是 一 致 的 。 
2.4 扩 增 酯 酶 基因 的 分 布 频率 

库 蚊 中 高 活性 酯 酶 的 分 布 情况 是 决定 库 
蚊 种 群 有 机 磷 抗 性 水 平 的 重要 因素 ， 而 酯 酶 
的 活性 升 高 往往 是 由 于 酶 的 结构 基因 扩 增 引 


起 酶 的 过 量 产生 的 结果 。 表 1 给 出 了 各 蚊虫 


种 群 中 扩 增 酯 酶 基因 的 分 布 频率 。 由 表 1 可 
知 , 沙市 和 武汉 蚊虫 种 群 中 主要 是 酯 酶 B1 


o (ON 


3.6kb 
2.7kb 
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el 4b ris BPE E Eh EE BS Bc ETA H 
DNA Southern 杂交 的 结果 
Fig. 4 The result of single mosquito genomic 
DNA hybridizing with Est 81! cDNA 
probe from Shashi population 
分 别 以 Selax 和 Tem-R 品系 作为 酯 酶 B2 和 B1' 的 参照 
Selax refers amplified Est 82 gene; 


Tem-R refers amplified Est 81! gene 


和 新 的 a/B 酯 酶 基因 , 广州 致 倦 库 蚊 种 群 中 酯 酶 B1', 酯 酶 a2/82, 酯 酶 B6 和 新 酯 酶 a/B 都 有 不 
同 程度 的 分 布 。 在 实验 中 Southern 杂交 和 淀粉 电泳 的 结果 是 一 致 的 。 


3 讨论 


在 我 国 使 用 有 机 磷 杀 虫 剂 防 治 蚊虫 及 其 它 害虫 已 有 30 多 年 的 历史 ， 野 外 库 蚊 种 群 对 有 机 
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图 5 武汉 致 倦 库 蚊 种 群 单个 蚊虫 演 粉 凝 胶 电 泳 酯 酶 活性 染色 结果 


Fig. 5 Esterase of mosquito individuals from Wuhan population by starch gel electrophoresis 
Selax 为 高 活性 酯 酶 a2/B2 的 参照 ; Tem-R 为 高 活性 酯 酶 B1! 的 参照 


Selax showing esterase a2/82; Tem-R showing esterase Bl11 


表 1 各 蚊虫 种 群 中 扩 增 酯 酶 基因 的 分 布 频率 
Table 1 Over-produced esterase frequencies ( % ) of alleles at the esterase a and B loci 


detected by protein electrophoresis in various populations 


种 群 个 体 数 酯 酶 Bl” (% ) 酯 酶 02/82 (%) 酯 酶 66 (%) i BG RB 08/88 (% ) 
Population Individuals Est 1! Est a2/82 Est 26 Est 08/88 
广州 (Guangzhou) 74 13 15:7 57 57 
沙市 (Shashi) 84 51 0 3.2 55 
武汉 (Wuhan) 46 42.1 0 9 33.3 


磷 杀 虫 剂 均 已 产生 不 同 程度 的 抗 性 。 目 前 , ERNE ERAR EtA STEAK ie, 
具有 高 活性 酯 酶 的 蚊虫 在 世界 范围 内 的 分 布 各 有 不 同 。 酯 酶 Bl 的 活性 增高 是 由 于 其 结构 基 
因 大 量 扩 增 所 致 ， 在 美国 加 州 的 野外 库 蚊 中 首次 发 现 这 种 酯 酶 ， 随 后 在 加 勒 比 各 岛屿 、 委 内 
瑞 拉 以 及 在 中 国 北京 的 野外 库 蚊 种 群 中 也 发 现 了 该 酶 的 存在 。 为 了 人 研究 8 酯 酶 在 所 采集 的 3 
个 库 蚊 种 群 中 的 分 布 ， 我 们 利用 酯 酶 Bl 的 标准 参考 系 Tem-R 的 蚊虫 作对 照 ， 从 蛋白 质 和 
DNA 的 水 平 研 究 发 现 ， 三 个 库 蚊 种 群 中 均 分 布 有 在 抗 性 库 蚊 种 群 中 广泛 分 布 的 酯 酶 B1* (如 
图 1 一 图 $)， 而 且 武汉 和 沙市 库 蚊 种 群 中 酯 酶 B1 基因 的 频率 明显 高 于 广州 库 蚊 种 群 中 酯 酶 
Bl! 基因 的 频率 。 由 此 推测 ， 可 能 是 带 有 了 酯 酶 81' 基因 的 蚊虫 已 经 扩散 到 武汉 、 沙 市 ， 并 逐渐 
扩散 到 广州 等 地 ， 或 /和 是 这 些 地 区 的 有 机 磷 杀 虫 药剂 选择 的 结果 。 携 带 抗 性 基因 的 库 蚊 的 迁 
移 (尤其 是 通过 交通 工具 等 的 被 动迁 移 ) 在 库 蚊 抗 性 进化 的 过 程 中 具有 重要 的 作用 '*。 

酯 酶 a2/B2 是 为 一 对 与 抗 性 相关 的 高 活性 酯 酶 ， 两 者 总 是 相伴 出 现 于 同一 个 体 。 同 Bl! 
相 比 ， 酯 酶 a2/B2 的 分 布 范 围 更 广 沁 一 些 ,， 目 前 在 四 大 洲 均 发 现 了 这 对 酯 酶 的 存在 : 坦 桑 尼 
亚 、 美 国 加 州 、 非 洲 的 许多 国家 以 及 越南 、 泰 国 、 日 本 等 。 用 Selax A (BRA 02/82) 作为 标 
准 参 考 系 ， 我 们 首先 发 现 酯 酶 a2/B2 在 中 国 的 野外 库 归 种 群 也 有 人 分布， 淀粉 凝 胶 电泳 和 
Southern 杂交 的 结果 显示 酯 酶 a2/82 在 广州 库 蚊 实验 种 群 中 有 分 布 。 
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在 3 个 实验 种 群 中 ， 我 们 除 发 现 酯 酶 Bl: 和 a2/82 外 ， 还 发 现 了 一 对 高 活性 的 酯 酶 ， 按 照 
国际 命名 法 我 们 暂时 把 该 酯 酶 叫 a8/B8， 其 电泳 迁移 率 不 同 于 目前 所 知道 的 任何 一 种 高 活性 
酯 酶 。 从 实验 结果 看 ， 这 一 对 高 活性 的 酯 酶 广泛 地 分 布 于 我 国 南 方 的 野外 库 蚊 种 群 中 。 同 已 
发 现 的 其 它 3 对 高 活性 酯 酶 a2/B2、a4/B4、a5/B5 一 样 ， 它 们 也 是 两 两 相伴 出 现 于 同一 个 体 。 

为 了 研究 酯 酶 c 和 8 两 两 相伴 出 现 于 同一 个 体 的 原因 ，1996 年 Rooker $A XIRAR 
同 地 区 的 酯 酶 a2 /82 基因 进行 了 分 子 水 平 上 的 比较 ， 结果 发 现 2 基因 位 于 82 基因 扩 增 区 的 
内 部 ， 两 者 共同 扩 增 ， 正 因为 如 此 ， 酯 酶 2/B2 总 是 相伴 出 现 于 同一 个 体 。 那 么 ， 两 两 相伴 
出 现 于 同一 个 体 的 酯 酶 a4/B4、a5 /BS 以 及 我 们 发 现 的 这 一 对 新 酯 酶 基因 是 否 也 同 酯 酶 2 /82 
一 样 ， 也 是 由 于 相应 的 酯 酶 a 基因 位 于 酯 酶 B 基因 扩 增 区 的 内 部 ? 有 关 携 带 有 新 酯 酶 基因 库 
蚊 纯 系 的 分 离 和 进一步 的 分 子 特征 的 测定 ， 尚 有 待 于 进一步 的 研究 证 明 。 


和 致谢 ”法国 科 学 院 科 学 与 进化 研究 所 Raymond KKSMKE ER Tem-R A, BS B1! 的 标准 
品系 ; RBA Selax 系 酯 酶 a2/B2 的 标准 品系 ; 尖 音 库 蚁 复 组 库 蚊 VIM 系 ， 酯 酶 a4/B4 的 
标准 品系 ; Cyprus 系 ， 酯 酶 a5/B5 的 标准 品系 。 
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Characterizations of related esterase genes in Culex pipiens 
quinquefasciatus from different geographical regions 


SUN Zi-qing, QIAO Chuan-ling” 
(State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects & Rodents, Institute of Zoology, 
the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080) 


Abstract: Culex pipiens quinquefasciatus sampled in Guangzhou in China, has larval resistance to 
organophosphate insecticides. The results of starch gel electrophoresis and Southern hybridization indicate 
that there are seven highly active esterases: esterase B1', a2/82, «6/86 and 08/88 in this population. A 
new esterase haplotype (esterase a8/88) was found in the populations. The results of the migration rate 
and RFLP polymorphism of these highly active esterases indicate the esterase a8/88 is different from the 
others. In the same way, Culex pipiens quinquefasciatus populations sampled from Wuhan and Shashi in 


China, were analyzed. Also a new pair of esterase «8/88 are involved in Wuhan and Shashi populations. 
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